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RESUMO 
 
 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no Sistema Nervoso 
Central (SNC) de mamíferos participando da comunicação celular e diversas outras 
funções cerebrais. O excesso de glutamato no meio extracelular está associado ao 
fenômeno da excitotoxicidade que é fator comum a muitos distúrbios neurológicos, 
como doenças de Parkinson, Huntington e Alzheimer. As estatinas são inibidoras da 3-
hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima marca-passo da 
biossíntese do colesterol. Estudos indicam que elas reduzem a incidência de acidente 
vascular cerebral e outras doenças neurodegenerativas além de protegerem neurônios 
em cultura do dano excitotóxico. Este estudo objetivou investigar o efeito do tratamento 
in vivo com um inibidor da enzima 3-hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase 
(atorvastatina) sobre o transporte de glutamato e danos celulares induzidos pela 
toxicidade glutamatérgica. Foi investigado o papel neuroprotetor da atorvastatina em 
modelos de isquemia, dano excitotóxico e oxidativo e no transporte glutamatérgico em 
ratos tratados com atorvastatina na dose de 1mg/Kg por 7 dias. Também se buscou 
avaliar a influência deste tratamento com a estatina em camundongos na dose de 
10mg/Kg em um modelo de toxicidade glutamatérgica induzida por ácido quinolínico 
(AQ) in vivo. Os resultados demonstraram não haver proteção pelo tratamento de ratos 
com atorvastatina 1mg/Kg contra a privação de glicose e oxigênio (PGO, 15 ou 60 
minutos seguidos de 2 horas de reperfusão), danos excitotóxicos induzidos por 
glutamato (1 ou 10 mM) ou N-metil-D-aspartato (NMDA, 100µM) e dano oxidativo 
(H2O2, 100µM) por 1 hora, em fatias de hipocampo. A viabilidade celular nos diferentes 
modelos utilizados foi avaliada pelo método da redução do MTT.  A captação de L-
[3H]glutamato em fatias hipocampais, corticais e cerebelares, não foi significativamente 
alterada, da mesma forma que não houve modificação na cinética de captação de L-
[3H]glutamato em fatias hipocampais e cerebelares. O tratamento de camundongos com 
10mg/Kg de atorvastatina por 7 dias protegeu contra 50% das convulsões e diminuiu a 
morte celular induzida por AQ (36,8 nmol, i.c.v.) tanto nos animais que convulsionaram 
quanto naqueles que não sofreram convulsão. A viabilidade celular foi avaliada pelo 
método da redução do MTT e a morte celular foi avaliada pela captação do Iodeto de 
Propídeo. A atorvastatina não demonstrou seu potencial neuroprotetor com a dose de 
1mg/Kg. Entretanto, a dose de 10mg/Kg de atorvastatina protegeu contra convulsões e 
toxicidade induzidas por AQ, o que pode estar relacionado a um efeito neuroprotetor 
desta estatina, demonstrando sua possível utilização como um estratégia terapêutica em 
quadros de doenças neurodegenerativas.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Glutamato e Neurotoxicidade 
 
Os aminoácidos são as unidades monoméricas das proteínas, sendo estruturados 
por um grupo amina e um grupo carboxila ligados ao mesmo átomo de carbono, e 
também desempenham outras funções relevantes no organismo (Campbell, 2003). O 
aminoácido glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do Sistema Nervoso 
Central (SNC) de mamíferos, participa como mediador da comunicação intercelular, 
plasticidade, crescimento e diferenciação (Nedergaard et al., 2002; Aarts  Tymianski, 
2003), e também está envolvido em funções cerebrais vinculadas à aprendizagem e 
memória (Fonnum, 1984; Izquierdo, 1989; Meldrum, 2000). Entretanto, o glutamato 
parece estar presente na patogenia de doenças neurodegenerativas como as doenças de 
Parkinson, Huntington e Alzheimer (Greene & Greenemyre, 1996; Segovia et al., 
2001). 
O glutamato promove suas ações através de interações com os seus receptores, que 
são classificados como metabotrópicos ou ionotrópicos. Os receptores metabotrópicos 
agem por intermédio da ativação da fosfolipase C ou por modulação da enzima 
adenilato ciclase (Obrenovitch  Urenjak, 1997). Evidências indicam que existem oito 
receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR), subdivididos em três grupos de 
acordo com dados farmacológicos, mecanismos de transdução do sinal e similaridade na 
seqüência de aminoácidos. O grupo I de mGluR (mGlu1 e mGlu5) estimula a 
fosfolipase C, enquanto  o grupo II (mGlu2 e mGlu3) e o grupo III (mGlu4, mGlu6, 
mGlu7 e mGlu8) modulam a atividade da adenilato ciclase (Gubellini et al, 2004; 
Swanson et al., 2005). 
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Os receptores ionotrópicos subdividem-se naqueles que são ativados por N-metil-
D-aspartato (NMDA); os que respondem ao ácido Kaínico (AK); e os que são sensíveis 
ao ácido -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) (Michaelis, 1998). 
Fisiologicamente, os receptores AMPA e AK estão relacionados à transmissão sináptica 
rápida no SNC e são caracterizados pelas rápidas cinéticas de ativação e desativação 
(Popescu & Auerbach, 2004). Os receptores NMDA respondem mais lentamente ao 
glutamato e são considerados responsáveis pelos processos de aprendizado e memória.  
Após a ação do glutamato sobre seus receptores, ele precisa ser retirado da fenda 
por transportadores específicos. Os transportadores astrocitários são responsáveis pela 
retirada do glutamato da fenda, pois não há uma enzima que o degrade, como ocorre 
para muitos neurotransmissores (Takahashi et al., 1997).  
Existem cinco proteínas de membrana diferentes que desempenham o papel de 
transportadores de glutamato e o retiram da fenda sináptica. Dois são transportadores 
astrocitários, denominados GLAST (Transportador de Glutamato e Aspartato) e GLT-1 
(Transportador de Glutamato). Em humanos, estes transportadores são denominados 
EAAT1 e EAAT2 (Transportador de Aminoácido Excitatório). O EAAC1 (homólogo 
humano EAAT3) é o transportador neuronal mais amplamente distribuído no cérebro e 
é encontrado em regiões não sinápticas. Os outros subtipos clonados incluem EAAT4, 
em células de Purkinje, e EAAT5, encontrado em neurônios retinianos (Anderson et al., 
2001). 
A captação celular de glutamato é acoplada ao transporte dos íons inorgânicos Na+ 
e K+, sendo que o transporte de uma molécula de glutamato para dentro da célula é 
vinculado à entrada de três íons Na+ e um próton e à saída de um íon K+ (Nedergaard et 
al., 2002). A atividade dos transportadores é inibida pelo acúmulo de espécies reativas 
de oxigênio, peróxido de hidrogênio e peroxinitrito, sendo a regulação do estado redox 
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da célula uma variável importante na manutenção dos níveis de glutamato na fenda 
sináptica (Kanai, 1997). 
 
 
Figura 1: Figura esquemática da transmissão glutamatérgica. O glutamato estocado 
em vesículas no terminal sináptico, é liberado na fenda sináptica. Uma vez liberado, o 
glutamato pode atuar sobre seus receptores (metabotrópicos, NMDA, AMPA e AK) 
localizados nas células pós-sinápticas ou ser recaptado por neurônios ou células gliais 
através da ação de transportadores glutamatérgicos. Quando no astrócito, o glutamato é 
convertido a glutamina pela atividade da glutamina-sintase. Ela retorna ao neurônio pré-
sináptico, onde será convertida a glutamato e este armazenado nas vesículas para uso 
posterior. (Segovia et al., 2001). 
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Quando há um excesso de glutamato na fenda, ocorre um evento denominado 
excitotoxicidade, que é fator comum a diversos distúrbios neurológicos, como acidente 
vascular cerebral (AVC), epilepsia, e doenças neurodegenerativas (Obrenovitch  
Urenjak, 1997). Ao agir nos receptores AMPA, NMDA e também nos metabotrópicos, 
o glutamato pode ser neurotóxico (Meldrum, 2000). A lesão excitotóxica é resultado da 
entrada em excesso de Ca2+, levando a um aumento na sua concentração intracelular 
(Choi, 1987). Este aumento de Ca2+ intracelular ativa uma série de enzimas como 
proteases, fosfolipases, óxido nítrico sintases ou endonucleases que contribuem para a 
morte celular (Meldrum, 2000). 
A excitotoxicidade está também associada ao dano neuronal decorrente de lesões 
isquêmicas ou traumáticas, onde há excessiva liberação de glutamato na fenda sináptica. 
Durante um evento isquêmico as células sofrem redução acentuada no suprimento 
sangüíneo, sendo privadas de glicose e oxigênio, o que leva a morte neuronal. Quando 
ocorre reperfusão (normalização do fluxo na área afetada), o excesso de oxigênio 
ofertado ultrapassa a demanda mitocondrial, o que leva a formação de espécies reativas 
de oxigênio, inativação dos sistemas de detoxificação e consumo dos antioxidantes 
endógenos (Vaughan  Delanty, 1999; Cucchiara  Kasner, 2001). Nesse processo, é 
importante a enzima óxido nítrico sintase (NOS). Sua forma induzida (iNOS) é um 
mediador inflamatório nos eventos de isquemia e reperfusão. O óxido nítrico (NO), e 
seu co-produto peroxinitrito, contribuem para morte neuronal durante a isquemia 
(Vaughan & Delanty, 1999). A isoforma endotelial (eNOS) apresenta papel protetor em 
eventos de redução do fluxo sanguíneo cerebral, pois leva à vasodilatação. 
Fatias de hipocampo submetidas modelo de privação de glicose e oxigênio e 
posterior reperfusão apresentaram redução nos níveis de glutationa, importante 
antioxidante endógeno no SNC, e também uma redução na captação de glutamato do 
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meio extracelular, aumentando sua concentração na fenda e facilitando assim o processo 
de excitotoxicidade (Brongholi et al., 2006).  
A lesão causada por estresse oxidativo parece ser fator patogênico comum em 
diversas doenças neurológicas. A exposição ao composto H2O2 (peróxido de 
hidrogênio) pode ser utilizada como modelo de processos que resultam em danos 
oxidativos no SNC (Whittemore et al., 1995). Nesse sentido, é relevante que sejam 
estudadas drogas que possam agir reduzindo os efeitos negativos da excitotoxicidade 
glutamatérgica e do estresse oxidativo. 
Além do glutamato, existem outros compostos capazes de ativar os receptores 
NMDA. O ácido quinolínico (AQ), um metabólito do aminoácido triptofano, é um 
agonista seletivo de receptor NMDA e mostra potência similar ao NMDA na indução de 
neurotoxicidade (Schawarcz et al., 1983). A toxicidade promovida pelo ácido 
quinolínico através da ativação dos receptores NMDA leva a um desequilíbrio da 
homeostase dos íons cálcio (Ca2+) intracelular, resultando na disfunção mitocondrial e 
conseqüente exaustão do ATP celular (Stone & Darlington, 2002; Naredo et al., 2005). 
O AQ induz convulsões através da sua ação sobre os receptores NMDA, 
particularmente, aqueles que possuem subunidades NR2B (Moroni, 1999; Schwarcz & 
Pellicciari, 2002). A toxicidade por AQ está relacionada a diversas patogenias (Stone 
2001), incluindo a epilepsia (Heyes, 1990). A administração cérebro-ventricular de AQ 
tem sido utilizada em modelos animais para induzir convulsões, observando-se 
convulsões tônico-clônicas e morte neuronal em diversas regiões hipocampais (Schmidt 
et al., 2000; Ganzella et al., 2006). 
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1.2 Estatinas 
 
As estatinas são drogas utilizadas para reduzir os níveis séricos de colesterol. Elas 
agem através da inibição da enzima marca-passo da biossíntese do colesterol, a 3-
hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase, que leva a redução de 
HMG-CoA a mevalonato (Nelson & Cox, 2000).  
 
 
Figura 2: Via simplificada da biossíntese do colesterol. As estatinas agem 
inibindo a HMG-CoA redutase, enzima que converte o composto HMG-CoA a 
mevalonato. O mevalonato é convertido a outros compostos intermediários e termina 
por formar o colesterol ou seguir outro caminho e levar a um composto (geranilgeranil-
pirofosfato) que é responsável por desempenhar outras funções. (Adaptada de 
http://www.unige.ch/cyberdocuments/theses2003/Dimitrova-TirefortY/these_body.html 
- em 02/06/08).   
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Atualmente, as estatinas são as drogas mais eficientes para o tratamento de 
pacientes com elevados níveis de colesterol no sangue (Stüve et al., 2003; Lukiw et al., 
2005). Elas vêm sendo utilizadas clinicamente no tratamento de pacientes com doenças 
ateroscleróticas (Daimon et al., 2004). Há também estudos demonstrando que as 
estatinas têm efeito benéfico na redução dos riscos e desenvolvimento de patologias 
cerebrais e cardiovasculares (Lukiw et al., 2004), e apresentam papel neuroprotetor e 
redução de demência (Vaughan, 2003; Zacco et al., 2003). Além disso, estudos sugerem 
que a prevalência da doença de Alzheimer é menor entre pacientes em uso de estatinas 
(Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000).  
Stüve et al. (2003) afirmam que essa redução na incidência da doença de 
Alzheimer é devido aos efeitos pleiotrópicos das estatinas, ou seja, independentes da 
redução dos níveis de colesterol. Clinicamente, o uso de estatinas em indivíduos de 50 
anos ou mais tem sido associado com uma diminuição de até 70% na prevalência dessa 
demência. Porém, este efeito não parece ser devido ao efeito da redução de lipídios 
pelas estatinas, pois indivíduos tratados com outros agentes capazes de diminuir a 
quantidade de lipídios não apresentam uma diminuição no risco para o desenvolvimento 
de Alzheimer (Stüve et al., 2003).  
As estatinas podem trazer benefícios em eventos de isquemia através da 
modulação da eNOS (Arnin-Hanjani et al., 2001). Endres et al., observou que o 
tratamento com atorvastatina reduziu a área infartada e melhorou o quadro neurológico 
em modelo de isquemia cerebral. Nesse estudo foi observado que houve um aumento na 
atividade da eNOS, sem alterar a expressão da nNOS (Endres et al., 1998). Também há 
estudos que sugerem que as estatinas modulam a atividade da iNOS. A ativação da 
iNOS produz quantidades tóxicas de NO, fator relacionado a desordens no SNC como 
isquemia, Alzheimer e Huntington (Deckel et al., 2001). A atorvastatina reduziu 
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estresse oxidativo através da diminuição de iNOS (Lee et al., 2008). A lovastatina 
também reduziu o aumento da expressão de iNOS mediada por citocinas inflamatórias e 
a produção de NO em astrócitos e macrófagos de ratos. Considerando que a ativação da 
iNOS está relacionada com inúmeras desordens do SNC, sua inibição pelas estatinas 
pode reduzir processos inflamatórios que acompanham a isquemia aguda (Pahan et al., 
1997) e outras doenças, como doença de Alzheimer e a de Huntington (Lee et al., 
2008). Essas observações apontam para um duplo papel das estatinas na isquemia, 
estimulando a eNOS e inibindo a iNOS, atuando de modo sinérgico no sentido da 
neuroproteção. 
Os isoprenóides são derivados de metabólitos intermediários da síntese de 
colesterol e servem como importantes moléculas lipídicas de adesão de muitas proteínas 
através da modificação pós-traducional, como proteínas G heterotriméricas e as 
monoméricas, como Ras e Rho. A isoprenilação é fundamental para a atividade de 
várias proteínas, possibilitando ligações covalentes, localização subcelular e transporte 
de proteínas para a membrana celular. Por exemplo, a translocação de Rho para a 
membrana celular é dependente da geranilgeranilação. Além de reduzir os níveis 
intracelulares de esteróides, as estatinas também reduzem a formação desses compostos 
intermediários da via de biossíntese do colesterol (Vaughan, 2003; Takemoto & Liao, 
2001). Efeitos antiinflamatórios das estatinas podem ser atribuídos à diminuição da 
isoprenilação de proteínas envolvidas na inflamação e sinalização intracelular.  
Foi demonstrado efeito neuroprotetor da atorvastatina em modelo animal de 
traumatismo crânio encefálico, reduzindo o déficit neurológico e aumentando a 
sinaptogênese, angiogênese e sobrevivência neuronal nos animais tratados por sete dias 
após o trauma (Lu et al., 2004).  
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Além dos efeitos citados, as ações neuroprotetoras das estatinas também foram 
percebidas em modelo de toxicidade glutamatérgica. Bösel et al. (2005) demonstraram 
que concentrações na faixa de alto nanomolar a baixo micromolar de atorvastatina 
protegem neurônios corticais em culturas da excitotoxicidade mediada por glutamato 
quando esta droga é administrada dias antes do insulto.  
As estatinas também protegeram neurônios em cultura da excitotoxicidade 
induzida por NMDA. Neste estudo, o efeito protetor das estatinas foi revertido quando 
as culturas foram tratadas simultaneamente com NMDA e mevalonato (um metabólito 
da via de biossíntese do colesterol) ou colesterol, sugerindo que a ação neuroprotetora 
está diretamente relacionada à redução dos níveis de colesterol na célula (Zacco et al., 
2003). No entanto, há estudos demonstrando efeitos protetores das estatinas 
independentes das reduções de colesterol, conhecidos como efeitos pleiotrópicos 
(Cimino et al., 2007). Assim, acredita-se que são necessários mais estudos relacionando 
as estatinas com a excitotoxicidade glutamatérgica, a fim de determinar quais 
mecanismos estão relacionados com a neuroproteção. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Considerando-se a gravidade das doenças degenerativas do SNC, faz-se necessária 
a busca por medicamentos que possam amenizar este quadro. 
Devido à importância da excitotoxicidade glutamatérgica como fator comum a 
muitas doenças neurodegenerativas e à inexistência de fármacos eficientes para o 
tratamento, considera-se fundamental o estudo de drogas que possam reverter esta 
toxicidade, através da modulação da transmissão de glutamato. Além disso, a busca por 
drogas anticonvulsivas também é de grande relevância. Portanto, se buscou investigar o 
papel da atorvastatina nessas situações, já que essa estatina tem demonstrado um 
elevado potencial neuroprotetor. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
 
Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do tratamento in vivo com um 
inibidor da enzima 3-hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase (atorvastatina) sobre 
o transporte de glutamato e danos celulares induzidos pela toxicidade glutamatérgica.  
 
3.2 Objetivos específicos 
 
1. Investigar em fatias de hipocampo submetidas à privação de glicose e oxigênio 
o possível papel neuroprotetor da atorvastatina;  
2. Avaliar se essa estatina protege contra danos excitotóxicos induzidos por 
NMDA, glutamato 1 e 10mM e contra dano oxidativo induzido por H2O2; 
3. Estudar a captação de glutamato em fatias hipocampais, de córtex e de cerebelo 
de animais tratados com atorvastatina;  
4. Investigar se o tratamento in vivo com a estatina previne a indução de 
convulsões causada pela administração intracerebroventricular de ácido quinolínico.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Animais  
 
Foram utilizados ratos Wistar (para a Privação de Glicose e Oxigênio, dano 
excitotóxico, oxidativo e captação de glutamato) ou camundongos Swiss machos 
adultos (para o modelo de convulsões e toxicidade induzidas por AQ) com 60 a 90 dias, 
provenientes do Biotério Central da UFSC e mantidos em ciclo de 12 horas claro e 12 
horas escuro, com água e ração ad libitum. Os Princípios Éticos do COBEA foram 
seguidos durante todos os experimentos. O protocolo de pesquisa foi aprovado pela 
CEUA/UFSC. 
 
4.2 Tratamento 
 
Os ratos foram tratados oralmente durante 7 dias consecutivos com a dose de 
1mg/Kg e os camundongos durante 7 dias na dose de 10mg/Kg/dia de atorvastatina, 
enquanto animais controle foram submetido ao tratamento com solução salina 0,9%. 
 
4.3 Preparação e Incubação das Fatias 
 
Os animais foram mortos por decapitação, seus hipocampos, córtex e cerebelos 
rapidamente dissecados e colocados em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB = 
NaCl 122mM; KCl 3mM; CaCl2 1,3mM; MgSO4 1,2mM; KH2PO4 0,4mM; NaHCO3 
25mM; D-glicose 10mM) gelado e gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) 
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para atingir o pH 7,4. As estruturas foram fatiadas utilizando-se um fatiador de tecidos 
McIlwain a 0,4mm de espessura. 
 
4.4 Privação de Glicose e Oxigênio  
 
A privação de glicose e oxigênio (PGO) é um modelo para simular as condições 
que ocorrem em uma situação de isquemia. As fatias do hipocampo foram pré-
incubadas em tampão KRB por 30 min a 37o C, sendo gaseificadas com carbogênio. 
Fatias controle foram incubadas por 1 hora no tampão KRB e gaseificadas com 
carbogênio. Para obter-se a privação de glicose e oxigênio (PGO), a glicose do tampão 
KRB foi substituída por 10mM de 2-deoxi-glicose (um análogo não utilizável da 
glicose) e o tampão foi gaseificado com nitrogênio (Pocock & Nichols, 1998). As fatias 
foram incubadas neste tampão em PGO por 15 ou 60 minutos. O tampão da PGO foi 
substituído por tampão KRB gaseificado com carbogênio (fisiológico) e as fatias 
mantidas por um período de 2 horas de reperfusão. A incubação termina colocando-se 
as fatias em banho de gelo (4o C).    
 
4.5 Dano Excitotóxico e Oxidativo 
 
As fatias de hipocampo foram pré-incubadas com KRB, como já descrito, e depois 
submetidas ao dano excitotóxico com glutamato nas concentrações de 1mM ou 10mM, 
NMDA a 100µM (com glicina 10µM) ou ao dano oxidativo induzido por peróxido de 
hidrogênio (H2O2) a 100µM durante 60 minutos. Em seguida, as fatias eram colocadas 
em meio de cultura composto por DMEM, 20mM Hepes e 100µM de gentamicina e 
mantidas a 37º em atmosfera de CO2 durante 6 horas (Molz et al., 2008).  
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4.6 Ensaio de Viabilidade Celular 
 
A viabilidade celular foi avaliada através da redução do MTT (Brometo de 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-Difenil-Tetrazolium), que é um sal de tetrazolium solúvel em 
água convertido a um formazam púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio 
por desidrogenases mitocondriais (Jacobsson & Fowler, 1999). Após os modelos de 
danos celulares já descritos, as fatias hipocampais foram incubadas com MTT a 37o C e 
o formazam reduzido solubilizado pela adição de dimetil-sulfóxido (DMSO). A 
viabilidade celular é proporcional à leitura da absorbância medida em leitor de ELISA a 
550nm.  
Também foi realizada a captação de iodeto de propídeo (IP), um composto polar 
que entra apenas em células mortas ou com a membrana plasmática danificada. Quando 
está dentro da célula, o IP forma um complexo com o DNA e induz fluorescência 
vermelha (630nm) que é excitada por luz verde (495nm) (Boeck et al., 2004). Após pré-
incubação, as fatias hipocampais foram incubadas com IP (7ìg/ml) à 37º C e depois 
lavadas uma vez com o tampão KRB para serem analisadas ao microscópio de 
epifluorescência invertido (Olympus IX 71), com filtro de rodamina. As imagens foram 
obtidas utilizando-se uma máquina fotográfica Olympus C5060, e quantificadas por 
análise densitométrica com o software Scion Image beta-3 (Scion Corporation). 
 
4.7 Captação de L-[3H]Glutamato 
 
A captação foi realizada conforme previamente descrito (Molz et al., 2005). As 
fatias de hipocampo, córtex e cerebelo foram pré-incubadas por 15 minutos a 37° C, em 
solução salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl2 1,29mM, NaCl 136,9mM, KCl 
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5,36mM, MgSO4 0,65mM, Na2HPO4 0,27mM, KH2PO4 1,1mM, D-glicose 2mM e 
Hepes 5mM). A captação tem início com a adição de 0,33 Ci L-[3H]Glutamato e 
glutamato em uma concentração final de 100µM. Para fazer as curvas de concentração 
de glutamato, as concentrações finais utilizadas foram 1, 10, 25, 50, 100 ou 200µM. As 
fatias permaneciam por 7 minutos nesse meio de captação. A incubação é interrompida 
com a retirada do meio de captação e lavagem por duas vezes com 1 ml de HBSS 
gelado. 300µl de uma solução de NaOH 0,1N/SDS 0,01% foram adicionados para 
solubilização das fatias. Após a completa solubilização, foi determinado o conteúdo 
intracelular de glutamato pela avaliação de cintilação líquida. A captação de glutamato 
foi corrigida para a união não-específica em ensaios realizados na ausência de íons 
sódio, sendo este sal substituído pro cloreto de colina.  
 
4.8 Cirurgia Estereotáxica 
 
Inicialmente, os animais eram submetidos a uma injeção subcutânea (s.c.) na dose 
de 5µl/g de atropina 0,1%. Após 20 minutos os camundongos foram anestesiados com 
tiopental de sódio intraperitoneal (i.p.)  na dose de 60mg/Kg. Foi implantada uma 
cânula de 7mm para infusão intracerebroventricular (i.c.v.) (Schmidt et al., 2000). No 
aparelho esterotáxico a pele do crânio do animal era removida e uma cânula guia de 27 
G/7mm implantada a 1mm posterior ao bregma, 1mm a direita da linha mediana, 1mm 
abaixo do ventrículo lateral e fixada com cimento acrílico. A cirurgia foi realizada no 
sétimo dia de tratamento com atorvastatina, e os animais ficavam durante 24 horas em 
recuperação antes da infusão do ácido quinolínico ou solução salina. 
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4.9 Infusão Intracerebroventricular do Ácido Quinolínico (AQ) 
 
A infusão do AQ na concentração de 38,6 nmol per sitio (4ìl  9,2mM  i.c.v.) foi 
realizada com uma agulha 30 G/8mm colocada na cânula guia (Schmidt et al., 2000; 
Boeck et al., 2004). A ponta da agulha de infusão se projeta 1mm além da cânula, 
atingindo o ventrículo lateral direito. O AQ foi infundido durante 10 segundos e, em 
seguida, foi realizada a avaliação da convulsão induzida. Os animais controle foram 
infundidos com o mesmo volume de solução salina. 
 
4.10 Padrões de Convulsões Induzidas por Ácido Quinolínico 
 
Logo após a infusão do AQ os animais foram colocados em caixas de acrílico e 
observados por 10 minutos para a ocorrência de mudanças comportamentais como 
wild running (corrida involuntária), episódios convulsivos tônicos ou clônicos e 
convulsão tônico-clônica, que ocorrem por pelo menos 5 segundos (Hallak et al., 1993). 
Os animais eram sacrificados 24 horas depois para as subseqüentes avaliações de 
viabilidade celular já descritas.   
 
4.11 Dosagem de Proteínas 
 
O conteúdo protéico das fatias foi determinado através do método de Lowry et al., 
1951, utilizando albumina bovina sérica como padrão. 
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4.12 Análise Estatística 
 
Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de variância de uma via 
(ANOVA), seguido do Teste de Duncan, quando necessário. Os testes comportamentais 
foram analisados através do Teste de Fisher. Os resultados foram considerados 
significativos quando P<0,05.  
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5. RESULTADOS 
 
Estudos anteriores demonstraram que a prevalência da doença de Alzheimer é 
menor em pacientes que utilizam estatinas (Jick et al., 2000). Essa classe de drogas 
também já demonstrou ações neuroprotetoras em modelo de toxicidade glutamatérgica 
em cultura (Zacco et al., 2003). A atorvastatina provou reduzir diversos distúrbios 
neurológicos (Stepien et al., 2005), o que sugere que as estatinas podem exercer amplo 
papel neuroprotetor. Lu et al., 2004 e Lee et al., 2008 obtiveram resultados através do 
tratamento com atorvastatina na dose de 1mg/Kg. 
No presente estudo, ratos foram tratados com atorvastatina 1mg/Kg/dia durante 7 
dias e submetidos aos modelos de isquemia (PGO), dano excitotóxico (com glutamato 
1, 10 mM ou NMDA 100µM) e oxidativo (induzido por H2O2 1mM).  
No modelo de isquemia ex vivo (PGO), os resultados demonstraram que as fatias 
submetidas ao tampão isquêmico durante 15 ou 60 minutos mostraram viabilidade 
celular significativamente menor do que os grupos controle (Figura 3). Após a PGO de 
15 ou 60 minutos, as fatias foram submetidas a um período de 2 horas de reperfusão. 
Houve uma pequena reparação de viabilidade celular nas fatias de hipocampo 
submetidas à PGO por 15 minutos e reperfusão, perdendo a significância estatística em 
relação ao controle. As fatias submetidas à PGO por 60 minutos e reperfusão 
mantiveram a redução na viabilidade celular, conforme já foi demonstrado (Brongholi et 
al., 2006; Oleskovicz et al., 2008). O tratamento com atorvastatina não apresentou 
alteração na viabilidade das fatias hipocampais quando comparado ao grupo salina 
submetido às mesmas condições (Figura 3).  
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Figura 3: Avaliação da viabilidade celular em fatias hipocampais de ratos 
tratados com atorvastatina (1mg/Kg) submetidas à Privação de Glicose e Oxigênio 
(PGO). As fatias foram incubadas por 15 (15min) ou 60 minutos (60min) em tampão 
isquêmico, seguidos ou não de um período adicional de 2 horas (2h) de reperfusão (R). 
Sal = salina, Ator = atorvastatina. A viabilidade celular foi avaliada por MTT. Fatias 
controle foram mantidas em tampão KRB durante todo o experimento. Os valores 
representam media + erro padrão de 4 experimentos realizados em triplicatas. * P<0,05 
quando comparados aos grupos controle. 
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Os danos excitotóxicos com glutamato 1 e 10mM apresentaram redução 
significativa da viabilidade celular quando comparados ao controle. NMDA (100µM) 
não reduziu a viabilidade. Na comparação entre os grupos controle (Salina) e os grupos 
tratados (Atorvastatina) não houve diferença significativa para esses danos (Figura 4).  
O dano excitotóxico induzido por H2O2 1mM reduziu significativamente a 
viabilidade após 60 minutos de incubação. O tratamento de ratos com atorvastatina 
(1mg/Kg) não apresentou reversão significativa dessa injúria, entretanto, houve uma 
tendência não estatisticamente significante de proteção contra o insulto oxidativo 
(Figura 4). 
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Figura 4: Avaliação da viabilidade celular em fatias hipocampais de ratos 
tratados com atorvastatina (1mg/Kg) submetidas ao dano com glutamato 1mM ou 
10mM, NMDA 100µM ou peróxido de hidrogênio (H2O2) 100µM. As fatias foram 
incubadas por 30 minutos em tampão KRB, e em seguida expostas ao glutamato 1 ou 
10mM, NMDA ou peróxido de hidrogênio diluídos em KRB, por 60 minutos. A 
viabilidade celular foi avaliada por MTT. Fatias controle foram mantidas em tampão 
KRB durante todo o experimento. Os valores representam media + erro padrão de 5 
experimentos realizados em triplicatas. * P<0,05 quando comparados ao grupo controle. 
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Para avaliar se a atorvastatina influenciaria no transporte glutamatérgico 
exercendo assim um papel no evento da excitotoxicidade, foi realizada a captação de 
glutamato em ratos tratados com a estatina durante 7 dias consecutivos na dose de 
1mg/Kg. 
Os resultados apontaram que a atorvastatina na dose utilizada não influenciou de 
maneira significativa no transporte de glutamato 100 µM nas fatias de hipocampo 
(Figura 5), córtex (Figura 6) e cerebelo (Figura 7). Entretanto, os primeiros 
experimentos de transporte de glutamato apresentaram uma tendência de modificação 
na captação glutamatérgica em fatias de hipocampo e cerebelo (dados não mostrados). 
Para investigar se essa tendência se confirmaria, foi realizada uma curva de 
concentração de glutamato (1 a 200µM) para que possíveis alterações na cinética de 
captação de glutamato fossem avaliadas. Essa curva de concentração demonstrou que há 
uma saturação na captação de glutamato a partir de 100µM (Figuras 8 e 9), e que esta 
cinética não é alterada pela atorvastatina tanto no hipocampo (Figura 8), quanto no 
cerebelo (Figura 9).  
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Figura 5: Avaliação da captação de glutamato em fatias de hipocampo de 
ratos tratados com atorvastatina (1mg/Kg). As fatias foram pré-incubadas por 15 min 
em HBSS e incubadas com 100 M L-[3H]glutamato por 7 min (a 37º C) para avaliar a 
captação total de glutamato. A captação independente de sódio (Na+ independente) foi 
realizada na ausência de íons sódio. A captação dependente de sódio (Na+ dependente) é 
a diferença entre a captação total e a independente de sódio. As barras representam a 
média + erro padrão de 10 experimentos realizados em triplicatas. 
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Figura 6: Avaliação da captação de glutamato em fatias de córtex de ratos 
tratados com atorvastatina (1mg/Kg). As fatias foram pré-incubadas por 15 min em 
HBSS e incubadas com 100 M L-[3H]glutamato por 7 min (a 37º C) para avaliar a 
captação total de glutamato. A captação independente de sódio (Na+ independente) foi 
realizada na ausência de íons sódio. A captação dependente de sódio (Na+ dependente) é 
a diferença entre a captação total e a independente de sódio. As barras representam a 
média + erro padrão de 6 experimentos realizados em triplicatas. 
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Figura 7: Avaliação da captação de glutamato em fatias de cerebelo de ratos 
tratados com atorvastatina (1mg/Kg). As fatias foram pré-incubadas por 15 min em 
HBSS e incubadas com 100 M L-[3H]glutamato por 7 min (a 37º C) para avaliar a 
captação total de glutamato. A captação independente de sódio (Na+ independente) foi 
realizada na ausência de íons sódio. A captação dependente de sódio (Na+ dependente) é 
a diferença entre a captação total e a independente de sódio. As barras representam a 
média + erro padrão de 11 experimentos realizados em triplicatas. 
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Figura 8: Curva de captação de L[3H]Glutamato em fatias de hipocampo de 
ratos tratados com atorvastatina (1mg/Kg). As fatias foram pré-incubadas por 15 min 
em HBSS e incubadas com 1, 10, 25, 50, 100 ou 200M glutamato na presença de 0,33 
µCi/ml de L-[3H]glutamato por 7 min (a 37º C). A captação independente de sódio foi 
realizada na ausência de íons sódio. O gráfico apresenta médias + desvio padrão de 6 
experimentos realizados em triplicatas. 
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Figura 9: Curva de captação de L[3H]Glutamato em fatias de cerebelo de 
ratos tratados com atorvastatina (1mg/Kg). As fatias foram pré-incubadas por 15 min 
em HBSS e incubadas com 1, 10, 25, 50, 100 ou 200M glutamato na presença de 0,33 
µCi/ml de L-[3H]glutamato por 7 min (a 37º C). A captação independente de sódio foi 
realizada na ausência de íons sódio. O gráfico apresenta médias + desvio padrão de 6 
experimentos realizados em triplicatas. 
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De acordo com Dall Agnolo, 2007, as convulsões induzidas por ácido quinolínico 
foram evitadas em 13% dos animais tratados com atorvastatina durante 7 dias na dose 
de 1mg/Kg. Como esse resultado mostrou que a atorvastatina exerce uma proteção 
nessa situação e outros diversos estudos obtiveram neuroproteção com a dose de 
10mg/Kg (Yrjänheikki et al., 2005), o presente trabalho investigou os resultados do 
tratamento de camundongos com a dose de 10mg/Kg em episódios convulsivos 
induzidos por AQ. 
Os animais utilizados para a avaliação do tratamento com atorvastatina na dose de 
10/mg/Kg nas convulsões induzidas por AQ foram divididos em cinco grupos 
diferentes: aqueles que eram tratados oralmente com salina e recebiam também salina 
i.c.v para controle (Salina/Salina); os que recebiam salina durante o tratamento oral e 
AQ i.c.v para sofrerem convulsão (Salina/AQ); outros recebiam atorvastatina durante os 
7 dias e salina i.c.v para controle tratado (Atorvastatina/Salina); os que recebiam 
atorvastatina e AQ e sofriam convulsões (Atorvastatina/AQ  Convulsionados) e ainda; 
aqueles que eram tratados com atorvastatina, recebiam AQ e não convulsionaram 
(Atorvastatina/AQ  Não convulsionados). 
A dose de 10mg/kg de atorvastatina obteve 50% (P=0,0016) de proteção contra as 
convulsões induzidas por ácido quinolínico (Figura 10). 
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Figura 10: Proteção contra convulsões induzidas por ácido quinolínico em 
camundongos tratados com atorvastatina (10mg/Kg). Os animais foram tratados 
durante 7 dias consecutivos com atorvastatina e, após a cirurgia estereotáxica receberam 
AQ i.c.v. O comportamento dos animais foi analisado e classificado se ele sofria ou não 
convulsão. * P=0,0016  
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Foi investigado o efeito da atorvastatina na toxicidade hipocampal induzida pela 
administração de ácido quinolínico em camundongos tratados com atorvastatina na dose 
de 10mg/Kg. Nas análises de viabilidade celular com MTT foi demonstrado que há 
aumento na morte celular hipocampal dos animais 24 horas depois de receberem ácido 
quinolínico (i.c.v.). Esse efeito foi reduzido pelo pré-tratamento com 10mg/Kg de 
atorvastatina durante 7 dias antes da infusão de AQ, tanto nos animais que 
convulsionaram quanto naqueles que não sofreram convulsão. Apenas o tratamento com 
a atorvastatina não exerceu influência sobre a viabilidade celular, quando relacionados 
com o grupo controle (Salina/Salina) (Figura 11). 
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Figura 11: Avaliação da viabilidade celular induzida por ácido quinolínico em 
fatias de hipocampo de camundongos tratados com atorvastatina (10mg/Kg). Os 
animais foram tratados com atorvastatina 10/mg/Kg ou salina 0,9% durante 7 dias. 
Após o tratamento, eles foram operados para receberem uma cânula direcionada ao 
ventrículo lateral direito, onde recebiam ácido quinolínico. 24 horas depois os animais 
foram mortos e seus hipocampos submetidos ao método de redução do MTT para 
avaliar a viabilidade celular. O gráfico mostra as médias + erro padrão. Os grupos 
tiveram N de, respectivamente, 6, 4, 5, 6 e 6, e eram feitos em quintuplicatas. * P<0,05 
comparado ao grupo Salina/Salina. ** P<0,05 comparados com o grupo Salina/AQ.  
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Para avaliar a morte celular induzida pelo AQ foi realizado o método da captação 
de iodeto de propídeo que avalia a morte celular por necrose. Esse composto é polar e 
entra em células mortas ou com a membrana danificada, formando um complexo com o 
DNA que corresponde às regiões de cor clara (Figura 12). Nas fatias obtidas de animais 
infundidos com AQ observa-se maior incorporação de IP em relação aos controles 
(Figuras 12 e 13). O grupo dos camundongos tratados com atorvastatina 10mg/Kg 
(Ator/Salina) quando comparados com o grupo controle (Salina/Salina) não tiveram 
diferenças para a quantificação da viabilidade celular e aqueles que foram tratados com 
a estatina e receberam AQ tiveram uma reversão do dano (Figura 13).  
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Figura 12: Avaliação da morte celular induzida por ácido quinolínico em 
hipocampos de camundongos tratados com atorvastatina (10mg/kg) por 7 dias. 24 
horas após a infusão de AQ os animais foram mortos e seus hipocampos submetidos à 
quantificação da morte celular pela captação de iodeto de propídeo. As regiões claras 
correspondem a uma maior incorporação de IP. As regiões do giro denteado, CA1 e 
CA3 estão indicadas na primeira foto. 
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Figura 13: Quantificação da morte celular induzida por ácido quinolínico em 
hipocampos de camundongos tratados com atorvastatina (10/mg/kg). As imagens 
obtidas pela câmera acoplada ao microscópio foram analisadas com o programa de 
computador Scion Image. A área clara representando IP é detectada pela análise 
densitométrica. Os valores representam as médias + erro padrão. Os grupos tiveram N 
de, respectivamente, 4, 3, 3, 4 e 4 e eram feitos em quintuplicatas. *P<0,01 comparado 
ao grupo Salina/Salina. **P<0,05 comparados ao grupo Salina/AQ.  
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6. DISCUSSÃO 
 
Os inibidores da HMG-CoA redutase têm demonstrado muitas propriedades 
neuroprotetoras (Clarke et al., 2007). As estatinas têm sido eficientes na redução dos 
riscos e desenvolvimento de diversas patologias cerebrais e cardiovasculares (Lukiw et 
al., 2005). Há diversas evidências sugerindo que essas drogas podem apresentar papel 
neuroprotetor e redução de demências (Vaughan, 2003; Zacco et al., 2003). Além disso, 
já foram demonstradas suas ações neuroprotetoras em modelo de toxicidade 
glutamatérgica induzida por NMDA (Zacco et al., 2003). 
Sabe-se que a atorvastatina é relativamente lipofílica (Schachter, 2005), demora 
mais para ser eliminada do plasma quando comparada com outras estatinas (Lennernas, 
2003) e foi confirmada a segurança de suas altas doses (Waters, 2005). Além disso, essa 
estatina provou ser neuroprotetora em diversos distúrbios neurológicos (Stepien et al., 
2005) e exercer efeitos benéficos através da proteção contra a excitotoxicidade induzida 
por glutamato, tendo assim, possíveis implicações terapêuticas em doenças neurológicas 
(Bösel et al., 2005). 
Os presentes resultados demonstraram que a atorvastatina não exerceu proteção na 
concentração utilizada (1mg/Kg/dia) na privação de glicose e oxigênio e dano 
excitotóxico. Esse tratamento também não alterou o transporte de glutamato. No 
cerebelo há uma captação independente de sódio maior quando comparada à das outras 
estruturas, isso está de acordo com dados na literatura que demonstram que no cerebelo 
os transportadores de glutamato (EAAT4) apresentam menor dependência de íons 
sódio, utilizando-se de íons cloreto (Nedergaard et al., 2002). 
A dose inicialmente utilizada (1 mg/Kg) já demonstrou efeitos neuroprotetores em 
modelos de recuperação pós-trauma, reduzindo o déficit neurológico e aumentando a 
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sinaptogênese, angiogênese e sobrevivência neuronal em animais tratados por sete dias, 
como demonstrou Lu et al., 2004. Lee et al., 2008 também demonstrou que a dose de 
1m/Kg reduz déficits neurológicos, lesão no estriado e diminui morte apoptótica 
induzidos por uma toxina mitocondrial. Há também de se considerar que 1mg/Kg é a 
dose que mais se aproxima da dose utilizada em seres humanos, já que um comprimido 
tem 80mg (Laufs et al., 2001) e, clinicamente, a atorvastatina é bem tolerada em até 
80mg/dia (Amarenco et al., 2006). Entretanto, nos modelos utilizados para o presente 
estudo em busca de uma possível neuroproteção, a dose de 1mg/Kg/dia não demonstrou 
efeitos significativos.  
Há estudos mostrando neuroproteção pelo pré-tratamento com atorvastatina na 
dose de 10mg/Kg/dia em modelo de isquemia in vivo (Yrjänheikki et al., 2005), o que 
mostra mais uma vez os benefícios das estatinas, que, no presente trabalho não foram 
demonstrados no modelo de isquemia ex vivo, possivelmente, por causa da dose 
utilizada para o modelo de isquemia.  
Neste trabalho, também se buscou demonstrar se o efeito neuroprotetor da 
atorvastatina seria demonstrado em danos causados por ácido quinolínico, e os 
resultados demonstram que essa estatina confere uma proteção contra convulsões e 
morte celular. 
Os dados obtidos mostraram que a atorvastatina protege contra 50% das 
convulsões induzidas por AQ. Além disso, houve uma proteção contra a indução de 
morte celular pelo AQ em hipocampo de camundongos, mesmo nos animais que 
tiveram convulsões. 
O AQ é muito utilizado como estratégia farmacológica para induzir convulsões 
(Schmidt et al., 2000) e assim poder estudar maneiras de evitá-las. O mecanismo de 
toxicidade do AQ já está bem descrito, este se dá através do sistema glutamatérgico pela 
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ativação de receptores NMDA (Stone, 1993). Recentes estudos mostraram que o AQ 
aumenta a liberação sinaptossomal de glutamato e inibe sua captação em cultura de 
astrócitos (Tavares et al., 2002). Além disso, a excitotoxicidade induzida por AQ tem 
sido relacionada ao aumento da quantidade de espécies reativas de oxigênio e o 
conseqüente estresse oxidativo (Ganzella et al., 2006).  
O presente estudo demonstrou que o AQ causou morte celular pela redução do 
MTT, um teste colorimétrico amplamente utilizado para a avaliação de viabilidade 
celular. O pré-tratamento com a atorvastatina conferiu uma proteção contra a redução de 
viabilidade induzida pelo AQ. Estudos in vitro com insulto glutamatérgico também 
mostraram resultados semelhantes a atorvastatina. (Bosël et al., 2005). 
A captação de iodeto de propídeo revelou danos evidentes nas regiões dos 
hipocampos dos camundongos que receberam a infusão do AQ. Estudos prévios 
também demonstraram dano celular depois da infusão do AQ (Behan & Stone, 2002).  
Boeck et al. (2004) demonstrou um aumento na captação de IP em fatias hipocampais 
induzida por administração de AQ in vivo. A coloração com IP indica que a membrana 
celular foi danificada, já que esse composto é impermeável a células com a membrana 
íntegra. 
Nas regiões CA1 e CA3 dos camundongos tratados com atorvastatina é possível 
observar menor fluorescência se comparadas ao giro denteado. Muitos estudos mostram 
que a atorvastatina realmente protege contra a despolarização de neurônios piramidais 
na região CA1 (Wallis and Panizzon, 2005) e reduz morte neuronal na região CA3 (Lu 
et al., 2007). 
O mecanismo pelo qual a atorvastatina protege os camundongos das convulsões e 
da morte celular induzida por AQ ainda não está claro. Efeitos modulatórios da 
atorvastatina sobre o sistema glutamatérgico têm sido estudados. Elas podem tornar 
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neurônios corticais mais resistentes à toxicidade por NMDA (Zacco et al., 2003), e 
reduzir a excessiva entrada de cálcio associada com a perturbação da função desse 
receptor (Bosel et al., 2005). 
Além disso, estudos sugerem que há relação do mecanismo de ação das estatinas 
reduzindo os níveis de colesterol com a diminuição da associação dos receptores 
NMDA aos lipid rafts (Ponce et al., 2008), diminuindo o estresse oxidativo nos 
neurônios (Hayashi et al., 2005), modulando a atividade da óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) (Laufs et al., 2000) e interferindo na via dos isoprenóides (Cordle et 
al., 2005). 
Este estudo demonstrou que, em modelo animal, o tratamento com atorvastatina 
na dose de 1mg/Kg não exerceu efeitos nos modelos de privação de glicose e oxigênio e 
dano excitotóxico e oxidativo ex vivo. Essa dose também não alterou o transporte de 
glutamato. Porém, são necessários mais estudos com esses modelos, utilizando-se, por 
exemplo, da dose de 10mg/Kg, para verificar se o efeito neuroprotetor da atorvastatina 
irá se confirmar. 
Como a dose de 10mg/Kg protegeu contra 50% das convulsões induzidas por AQ 
e protegeu o hipocampo da morte celular também induzida pelo AQ, mostrou-se que, 
nesse modelo, o potencial neuroprotetor da atorvastatina foi confirmado. Assim, 
acredita-se que o tratamento com estatinas pode ser futuramente utilizado como 
estratégia na prevenção dos danos em quadros de epilepsia e outras doenças 
neurodegenerativas que estão vinculadas à excitotoxicidade causada pela ativação dos 
receptores NMDA. 
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